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Ozet

Amag: Calismamizda alanin aminotransferaz (ALT) diizeyleri normalden yiik-
sek tedavi almamis kronik hepatit B (KHB) hastalarinda serum ve doku HBV-
DNA ile HBeAg/anti-HBe serokonversiyonu, ALT ve histolojik aktivite indeksi
(HAI) arasinda bir iliski olup olmadigi irdelenmistir. Gereg ve Yéntem: Tedavi
almamis KHB'li 31 hastaya karaciger igne biyopsisi yapildi. Serum HBV-DNA
olctimii yapilirken, 19 hastanin biyopsi materyalinin histopatolojik inceleme-
sinin ardindan lamdan kazinarak, 12 hastanin ise direkt biyopsi materyalin-
den doku HBV-DNA olctimleri gerceklestirildi. Hastalarin hepatit B seroloji-
si, Knodell HAI ve ALT diizeyleri kayit edildi. Bulgular: HBeAg pozitif hastala-
rin serum HBV-DNA diizeyi negatif olanlara gore anlaml derecede yiiksek bu-
lundu (p<0.01). HBeAg pozitif ve negatif hastalarin serum ALT diizeyleri ara-
sinda istatistiksel olarak anlamlh bir fark (p=0.02) saptanirken, karaciger bi-
yopsilerinde Knodell HAI arasinda énemli bir fark (p=0.44) saptanmadi. Se-
rum ALT diizeyi ile Knodell HAI arasinda bir korelasyon gériilmedi (p=0.18).
Serum HBV-DNA miktari ile ALT diizeyleri ve Knodell HAI arasinda anlamli bir
korelasyon (sirasiyla p=0.06 ve p=0.46) saptanmadi. Lam tzerinden alinan
19 doku 6rneginden sadece dordiinde HBV-DNA pozitifligi saptanirken, direkt
biyopsi 6rneginden bakilan 12 olgunun dokuzunda HBV-DNA pozitifligi belir-
lendi. Tartisma: ALT yiiksek KHB hastalarinda HBeAg pozitifligi varliginda,
serum HBV-DNA diizeylerinin >105 kopya oldugu dustindlebilir. Bununla bir-
likte, HBeAg/anti-HBe serokonversiyonu gelismis olan hastalarda da serum
HBV-DNA poxzitifligi belirlenebilir. Karacigerin HAI ile serum HBV-DNA ve ALT
diizeyleri arasinda da bir korelasyon bulunmayabilir. KHB’li hastalarda serum
HBV-DNA diizeyi, karaciger histopatolojisi ve ALT diizeyleri birlikte incelendi-
gi zaman, hastalarin klinik seyirlerinin ve hastaligin aktivitesinin belirlenme-
sinde yol gosterici olabilmektedir.
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Abstract

Aim: In our study, correlation between serum alanine aminotransferase
(ALT), histological activity index (HAI), HBeAg/antiHBe seroconversion and
HBV-DNA levels in chronic hepatitisB (CHB) patients with higher ALT lev-
els was investigated. Material and Method: Liver biopsy was performed on
31 untreated patients with CHB. Tissue HBV-DNA was measured from 19
samples from slides following histopathological examination and from the
rest 12 from direct biopsy materials. Serum HBV-DNA was also measured
for all patients. Hepatitis B serological pattern, Knodell HAI and ALT levels
of the patients were analyzed and recorded. Results: Serum HBV-DNA levels
of HBeAg(+) patients were found significantly higher than those in patients
with HBeAg(-) (p<0.01). Although a significant difference was found in ALT
levels of patients with HBeAg (+) and (-) (p=0.02), Knodell HAI data showed
no correlation (p=0.44). No correlation was also observed between ALT and
Knodell HAI (p=0.18). Serum HBV-DNA and ALT levels and Knodell HAI didn't
indicate any significant correlation between each other (p=0.06 and p=0.46,
respectively). Four slide samples and 9 biopsy materials had HBV-DNA(+).
Discussion: In CHB patients with increased ALT and HBeAg(+), serum HBV
DNA levels can be 2105 copy/ml. Additionally, serum HBV-DNA(+) might be
obtained in patients with seroconversion of HBeAg/antiHBe. Those patients
might also had liver HAI which isn't correlated with HBV-DNA and ALT levels.
So, we may conclude that serum HBV-DNA levels associated with histopa-
thology and ALT may be used as a guide for clinical prognosis when it is
evaluated with liver.
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Giris

Diinya genelinde yaklasik iki milyar insan hepatit B virtisii (HBV)
ile infekte olmus ve 350 milyonu kronik HBV infeksiyonu ile ha-
yatina devam etmektedir. Hastaligin seyri asemptomatik tasi-
yiciliktan siroz ve hepatoseliiler karsinomaya kadar degisiklik
gostermekte olup, yilda 600 000 insanin élimiine neden olmak-
tadir [1]. Turkiye, %3.9 - 12.5 arasindaki HBsAg seroprevalansi
degerleri ile orta derecede endemik bir tilke konumundadir [2].
Kronik HBV infeksiyonu, hepatit B e antijen (HBeAg) durumu, se-
rum alanin aminotransferaz (ALT) aktivitesi ve HBV-DNA seviye-
sine gore cesitli klinik tablolarla ifade edilebilmektedir [3,4]. Vi-
reminin yiiksek oldugu hastalarin serumlarinda HBeAg'nin yiik-
sek oranda saptanmasi nedeniyle bu antijen uzun siire viral rep-
likasyonun guvenilir bir gostergesi olarak kullanilmistir. Viral
DNAyI saptayan testlerin gelistirilmesiyle mutant virtsle infek-
te, HBV-DNA (+) ve HBeAg (-) olgularin gosterilmesi, HBeAg'nin
viral replikasyon gostergesi olma degerini azaltmistir. Ayrica
hasta serumunda virls partikillerinin kantitatif olarak belirle-
nebilmesini sagladigi icin infeksiyonunun prognozunu belirleme-
de ve tedavinin etkinligini izlemede de yararldir [5].

Teorik olarak artmis serum ALT diizeyi karaciger hasarini yan-
sitmakla birlikte, literatiirde HBeAg negatif, ALT seviyesi nor-
mal olan hastalarda yiiksek HBV-DNA diizeyi ve belirgin karaci-
ger hasari olgulari rapor edilmistir [6,7].

Calismamizda serum ALT diizeyleri normalden yiksek teda-
vi almamis kronik hepatit B (KHB) hastalarinda serum ve doku
HBV-DNA'si ile HBeAg/anti-HBe serokonversiyonu, ALT ve Kno-
dell histolojik aktivite indeksi (HAI) arasinda bir iliski olup olma-
digi irdelenmistir.

Gerec ve Yontem

Tedavi almamig serum ALT diizeyleri normalden yiiksek (normal
deger araligl 10-35 U/L) kronik hepatit B’li 20-32 (21.93+2.46)
yaslarinda 31 erkek hastaya aydinlatiimis onam formu alinip
karaciger igne biyopsisi yapildi. Karaciger biyopsi 6rnekleri 6nce
Knodell HAI i¢in lam tizerine alindi ve mikroskobik diizeyde his-
topatolojik olarak degerlendirildi. Ardindan 19 hastanin hazir-
lanmig lamlari ksilol ile muamele edilerek hem tizerlerindeki la-
mel kolaylkla kaldirildi hem de lam (izerine sabitlenmis olan do-
kunun lamdan ayrilmasi saglandi. Lam Uzerinden alinan doku-
lar ve diger 12 hastadan alinan karaciger igne biyopsi mater-
yalinden 1 cm.’lik parca 2 ml.’lik eppendorf tiplerine aktarildi.
DNA eldesi icin “QlAamp® DNA mini-kit (QIAGEN®, GMBH, Ger-
many)” kitinin “Doku Protokolt” kullanildi ve tretici firma tara-
findan tavsiye edilen islem basamaklarina bagl kalinarak uy-
gulandi.

Hasta kan 6rnekleri kontaminasyondan uzak yéntemlerle, anti-
koagiilan icermeyen steril vacutainer tiiplerinde toplandi. Tipler
santrifiij edilerek serum kismi ayrildi ve DNA eldesi icin kullanil-
di. Bu islem icin “QlAamp® MiniElute Virus Spin Kit (QIAGEN®,
GMBH, Germany)” kullanildi. Uretici firma tarafindan tavsiye
edilen islem basamaklarina uyularak DNA eldesi yapildi.
Orneklerden toplanan DNAlar PCR amplifikasyonuna kadar
-200C’da saklandi. Hastalarin hepatit B serolojisi ve ALT diizey-
leri kayit edildi.

PCR Amplifikasyonu: HBV QNP 2,0 Real-Time PCR Kiti (Fluo-
rion®, lontek, Istanbul, Turkey) kullanilarak HBV DNA amplifi-
kasyonu yapildi. PCR reaksiyonu icin iCycler 1Q Multicolor Real-

Time PCR Detection System (BIO-RAD® Laboratories, Inc., Her-
cules, CA, USA) cihazi kullanildi. Test sonuclar “BBL®-HBV-DNA
Quantitative Stantards” kullanilarak kantitatif olarak saptandi.
istatistiksel analizlerde veriler, SPSS 15.0 (SPSS Inc., Chicago,
ILL., USA) paket programinda degerlendirildi. Serum HBV-DNA,
doku HBV-DNA ve ALT verilerinin normal dagilim gosterip gos-
termedigi Shapiro-Wilk testi ile incelendi. Normal dagilim gos-
termemesi Uzerine parametrik olmayan istatistik analizler kul-
lanildi. iki bagimsiz degisken arasindaki (HBeAg negatif ve po-
zitifligi ile serum ALT dizeyi) iliski Mann-Whitney U, lic bagim-
siz degisken arasindaki (HBV-DNA miktari >105, <105 ve ne-
gatif olan hastalarin da ALT duizeyleri) iliski Kruskal-Wallis test
ile arastirildi. Serum HBV-DNA ile Doku HBV-DNA ve karacige-
rin HAI ile serum HBV-DNA ve ALT diizeyleri arasindaki korelas-
yon analizleri Spearman korelasyon testi ile yapildi. p<0.05 de-
gerleri icin “aradaki farkhligin istatistiksel acidan 6nemli oldu-
gu”, p>0.05 degerleri icin “aradaki farklihgin istatistiksel acidan
o6nemli olmadig” yorumlari yapild.

Bulgular

Calismaya alinan 31 kronik hepatit B’li hastanin 21°'nin HBeAg’si
negatif, 10’unun pozitifti. Serum HBV-DNA 6lctimlerine gore ya-
pilan gruplama da ise hastalarin 21’inde serum HBV-DNA po-
zitifligi saptandi (Sekil 1). Bunlarin 11’inde HBV-DNA miktari
>105 kopya/ml bulundu ve dokuzunda HBeAg pozitifligi mevcut-
tu. Serum HBV-DNA miktari 105 kopya/ml'den az olan on has-
tada ise HBeAg negatif, anti-HBe pozitif belirlendi. Serum HBV-
DNA’si negatif olan 10 hastanin ise sadece birinde HBeAg po-
zitifligi saptand.

o

0>10%
o <10%5
O Negatif

Sekil 1. Hastalarin serum HBV-DNA diizeylerine gére gruplandiriimasi (hasta sa-
yisi; ylizde orani).

HBeAg pozitif hasta grubunun serum HBV-DNA diizeyi negatif
olanlara gére anlamli derecede yiiksek bulundu (p<0.01) (Sekil
2). Serum HBV-DNA miktarinin >105, <105 ve negatif olmasi
ile HBeAg pozitifligi arasinda da istatistiksel olarak anlamli bir
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Sekil 2. HBeAg pozitif ve negatif hastalarin serum HBV-DNA diizeyleri (p<0.01).
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fark (p<0.01) belirlendi. Bu fark HBV-DNA miktari >105 olanlar
ile <105 ve negatif olciilen gruplar arasinda gozlendi (her iki-
si icin p<0.01).

HBeAg pozitif ve negatif olan hastalarin serum ALT dizeyle-
ri arasinda istatistiksel olarak anlamh bir fark (p=0.02) sap-
tanirken (Sekil 3), karaciger biyopsilerinde Knodell HAI arasin-
da 6nemli bir fark (p=0.44) saptanmadi. Serum ALT diizeyi ile
Knodell HAI arasinda bir korelasyon gériilmedi (p=0.18). Se-
rum HBV-DNA miktari ile ALT diizeyleri ve Knodell HAI arasin-
da istatistiksel olarak anlamli bir korelasyon (sirasiyla p=0.06
ve p=0.46) saptanmadi. Serum HBV-DNA miktari >105, <105 ve
negatif olarak t¢ gruba ayirdigimiz hasta gruplarinin ALT du-
zeyleri arasinda da anlamli bir fark (p=0,14) goriilmedi (Sekil 4).
Lam uzerinden alinan 19 doku 6rneginden sadece dérdiinde
HBV-DNA pozitifligi saptanirken, direkt biyopsi érneginden ba-
kilan 12 olgunun dokuzunda HBV-DNA pozitifligi belirlendi.
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Sekil 3. HBeAg pozitif ve negatif hastalarin serum ALT diizeyleri (p=0.02).
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Sekil 4. Serum HBV-DNA miktari >105, <105 ve negatif dlciilen hasta gruplarinin
ALT diizeyleri (p=0,14).

Tartisma

Ulkemizde ve diinya genelinde énemli bir saglik problemine ne-
den olan HBV infeksiyonlarinin dogal seyri, konak immun yani-
ti ile viris replikasyonu arasinda gerceklesen kompleks olaylar
neticesinde (ic fazda incelenebilir. immiintolerans, immiin (cle-
arance) temizleme ve inaktif fazlar sonrasinda kronik HBV in-
feksiyonlari klinik, serolojik ve virolojik olarak klasik kronik HBV
(HBeAg pozitif), atipik kronik HBV (HBeAg negatif) ve inaktif ta-
styici kronik HBV olmak lizere ii¢ paterne ayrilir [8]. Calisma-
ya alinan ALT diizeyi normalden yiiksek 31 hastanin 21’i atipik,
10'u ise klasik kronik hepatit B hastasiydi. Serum HBV-DNA po-
zitifligi saptanana 21 olgunun 11’inde HBV-DNA miktari >105

kopya/ml bulundu ve bunlarin dokuzunda HBeAg pozitifligi mev-
cuttu. Serum HBV-DNA miktari 105 kopya/ml'den az olan on
hastada ise HBeAg negatif, anti-HBe pozitif belirlendi. Serum
HBV-DNA'si negatif olan 10 hastanin ise sadece birinde HBeAg
pozitifligi saptandi.

Literatiirde HBeAg pozitif ve negatif hastalarin serum HBV-DNA
diizeyleri arasinda anlamh bir fark bulundugunu gosteren calis-
malar bulunmaktadir [9-11]. Calismamizda HBeAg pozitif has-
ta grubunun serum HBV-DNA diizeyi negatif olanlara gore an-
lamli derecede yiksek bulundu (p<0.01). Hastalarda HBeAg'nin
pozitif ve negatif olmasi ile dlclilen serum HBV-DNA miktari-
nin >105, <105 ve negatif olmasi arasinda da istatistiksel ola-
rak anlaml bir fark (p<0.01) belirlendi. Bu fark HBV-DNA mik-
tar >105 olan grup ile <105 ve negatif 6lctilen gruplar arasin-
da gozlendi (her ikisi icin p<0.01). HBeAg pozitif hastalarin ne-
gatiflere oranla daha yiiksek HBV replikasyon diizeyine sahip ol-
duklari rapor edilmistir [12,13]. Literatdr bilgileri ile birlikte de-
gerlendirildiginde, serum ALT’si yiiksek KHB hastalarinda HBe-
Ag pozitifligi varliginda, serum HBV-DNA diizeylerinin >105 kop-
ya oldugu dusiinilebilir. Bununla birlikte, HBeAg/anti-HBe sero-
konversiyonu gelismis olan hastalarda da serum HBV-DNA pozi-
tifligi belirlenebilmektedir [5,6].

Ozkara ve ark. [14] serum ALT diizeyi ile HAI arasinda pozitif
bir korelasyon gozlemlediklerini, Yalcin ve ark. [9] 6zellikle HBe-
Ag negatif olgularda daha ciddi karaciger hasari oldugunu ifade
etmislerdir. Guner ve ark. [15] ile Seto ve ark. [16] ise serum ALT
diizeyi ile HAI arasinda bir korelasyon tespit etmemislerdir. Li-
teratiirde genelde HBeAg pozitif/negatif hastalarin ALT diizey-
leri arasinda anlamli bir fark bulmayan [9-11] calismalar mev-
cuttur. Cahismamizda ise HBeAg pozitif hastalarin serum ALT
diizeyleri negatif olanlara gore istatistiksel olarak anlamli bir
diizeyde yiiksek (p=0.02) saptanirken (Sekil 3), Knodell HAI ara-
sinda 6nemli bir fark (p=0.44) saptanmadi. Serum ALT dizeyi
ile Knodell HAI arasinda da bir korelasyon gériilmedi (p=0.18).
Kronik HBV'nin immintoleran fazinda yuksek serum HBV-
DNAya ragmen karaciger biyopsisinde disiik nekroinflamatu-
ar aktivite gorilebilmektedir [17]. Yalcin ve ark. [9] ile Xie ve ark.
[10] calismalarinda HBV-DNA miktari ve ALT dlizeyi arasinda bir
korelasyon saptamadiklarini bildirmislerdir. Calismamizda, se-
rum HBV-DNA miktari ile ALT diizeyleri ve Knodell HAI arasin-
da istatistiksel olarak anlamli bir korelasyon (sirasiyla p=0.06
ve p=0.46) saptanmadi. Serum HBV-DNA miktari >105, <105 ve
negatif olarak l¢ gruba ayirdigimiz hasta gruplarinin ALT di-
zeyleri arasinda da anlamli bir fark (p=0,14) gorilmedi (Sekil 4).
Lin ve ark. HBeAg negatif hasta grubunda yaptiklar ¢alisma-
larinda serum HBV-DNA ile cccDNA ve total intrahepatik HBV-
DNA arasinda bir korelasyon saptadiklarini bildirmislerdir [18].
Benzer bir calismada Giiner ve ark. da serum HBV-DNA ile intra-
hepatik HBV-cccDNA arasinda korelasyon belirlemislerdir [15].
Benzer sekilde calismamizda da, karaciger igne biyopsisi mater-
yalinden direkt alinan 12 doku parcasinin dokuzunda HBV-DNA
pozitifligi saptandi. Ancak, bu érneklerin doku ve serum HBV-
DNA'lar arasinda anlamli bir korelasyon saptanmadi (p=0.22).
Lamdan alinan 19 doku 6rneginden yapilan HBV-DNA &l¢iimleri-
nin ise sadece dordinde pozitiflik bulunmasi; lamdan kazinarak
elde edilen 6rneklerden yapilmasina ve dolayisiyla yeterli doku
ve DNA ekstraksiyonun saglanamamis olmasina baglandi. Viral
replikasyonun belirlenmesinde karaciger dokusundan direkt ola-
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rak HBV DNA olcumleri yapilmasini amaclayan daha ileri cals-
malara gereksinim oldugu ortaya ¢ikmaktadir.

Karacigerin Knodell HAI ile HBeAg serokonversiyonu, serum
HBV-DNA ve ALT diizeyleri arasinda bir korelasyon bulunmaya-
bilir [9-11,16]. KHB’li hastalarda serum HBV-DNA diizeyi, ka-
raciger histopatolojisi ve ALT dizeyleri birlikte incelendigi za-
man, hastalarin klinik seyirlerinin ve hastaligin aktivitesinin, te-
davi endikasyonu ve seklinin belirlenmesinde yol gosterici ola-
bilmektedir.

Cikar Cakismasi ve Finansman Beyani
Bu calismada cikar cakismasi ve finansman destek alindigi be-
yan edilmemistir.
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